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@ Verfahren zur Herstellung protei noser Substanzen 
@ Die vorliegende Erfindung beschrelbt ein neiies Verfah- 
ren zur Herstellung heterologer protelnoser Substanzen 
in pflanzllchen Materiallen. Nach einer bevorzugten Aus- 
fijhrungsform werden ausdifferenzierte vollstar^dlge 
Moospflanzen kultiviert und die Gewinnung der ga- 
wiinscMen Zielsubstanz aus dem Kulttirmadium erfolgt 
im wesentlichen ohne Aufbrechen dsr produzierenden 
Gewebe oder Zailen. Unter Anwendung des beschriebe- 
nan Verfahrens konnen jedwede heterologe Proteine in 
ifirer jeweiligen bioiogiscli aktiven Form kostengunstig 
und unter standardisierbaren Bedingungen hergestellt 
werden. 
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Beschreibung zwei unlerschiedliche Ansabse gewJJhll wurden. 

Der eine Ansak^ beinhaltet die Produktion h 



Die vorliegende Erfindiuig betrilft allgemalQ das Gebiet Proteine in transgenen vollsfindigen Pflanzen. Neben der 

der Heistellung proteinoser Substanzen in pflanzlichen Ma- Produkdon von Antik6ipen] in transgenen 'Ikbakpflanzen 

tedalien. Insbesondere betiitft die Erlindung ein neues Ver- 5 (J. K.-C. Ma et aL, Generadon and assembly of secretory an- 

fahren zur Ilerstellung gewiinschter proteinoser Substanzen tibodies in plants. Science 268, S. 716-719 (1995)) wurde 

in Moosen. die Expression und richtige Prozessierung von humanem 

Die Vcrwondung biotcchnologischcr Vcrfahrcn zu Pro- Scrumalhumin sowohl in transgenen Tabak- als auch in TCar- 

duktions7,wcckcn stcllt fiir den Mcnschcn cine bcdciirendc toffelpflanTicn bcschricbcn (P. C Sijmons ct al.. Production 

Moglichkeit dar, Substanzen zu produzieren, die auf ande- to of correctly processed liumaii serum albumin in transgenic 

rem Weg, z. B, durch chemisclie Synthese, gar nicht bzw. plants, Bio/Tfechn., 8, S. 217-221 (1990)). Ebenfalls in 

nicht wirtschaftlich herzustellen sind und als RohstofFe in transgenen libakpflanzen wurde der humane epidermale 

derNaturinchtin ausreichendenMengenzur VerfUgungste- Wachstumsfaktor (hEGF) exprimiert (A.-H. Salmanian et 

lien. Obwohl mehr als 10 000 Sekundarmetabolite aus ai., Syndesis and expression of the gene for human epider- 

Pflanzen bekannt sind, werden nur wenige dieser Vferbin- is mal growth factor in transgenic potato plants, Biotechnol. 

dungen mit Hilfe von pflanzlichen Zellkulluren in teehni- LetL, 18, S. 1095-1098 (1996). Aber auch andere Pflanzen 

schenMafistabengewomien, Be! diesen Substanzen handelt wurden verwendet. Die Produktion von Leu-Enkephalin 

, es sich in erster Linie um Sekundaimetabolite, die pharma- wurde ertblgreich mit Arabidopsis thaliaua und Brassica na- 

zeutische Wirkungen zeigen. BeispieUiafi seien hier a) Ber- pus durchgefulirt (E. Krebbers und J. Vandekerckhove, Pro- 

berin (Produktion im4O00i-Mal3slab) mit bakteriostatischer 20 duction of peptides in plant seeds, Tibtech., 8, S. 1-3. 

und fungizider Wirkung (Y. Fujita und M. Tabata, in; Plant (1990). Ferner wurden transgene Vigna unguiciilata Pflan- 

tissue and cell culture, plant science; Vol. 3, S. 169, C. E. zen fiir die Expression von chimeren Viruspartikeln, die als 

Green et al. (Hrsg,), A. R. Eis.s Inc., New York (1987)), b) Vaccine dienen, verwendet (K. Dalsgaard ef al., Plant.-dai- 

Shikonin (750 1-Mal3stab) mit annbiotischcr und cntztin- vcd vaccine protects target animals against a viral disease, 

dungshemmender Wirkting (M. Tabata und Y. Fujita, in: 25 Nat. Biotech., I.i, «. 248-2.'>2 (1957)). 

Biotechnology in plant science; S, 207 218, R Day et al. Ein grundsatzlicher Nachieil bei der Verwendung voU- 

(Hrsg.), Academic Press, Orlando (1985)), und c) Paclitaxei standiger Pflanzen wie der oben beispielhaft beschriebenen 

(75 000 l-MaBstab), besser bekannt als T^ol, mit Antitu- > liegt in der Notwraidigkeit ihrer sieitaufwendigen und ko- 

mDrwirkung(M.Jazirietal.,Taxussp. cell, tissue and organ stenintensiven Kultivierung sowie in der fiir industrielle 

cultures as altemalive sources for laxoids production: a lite- 30 ProduklionsmaBslabe earforderlichen groBdiinensionierlen 

rature survey, Plant Cell Tiss. Org. CulL, 46, S. 59-75 Anbauflache. Daruberhiuaus erfordert die Aufreinigung der 

(1996)) genannt. gewunschten Zielsubstanzen aus vollstandigen Pflanzen in 

Ein weiteres wichtiges biotechnologisches Verfahren, bei der Regel komplexe Verfahrensschritte, insbesondere dann, 

dem pflanzUche Zellkulturen genutzt werden, stellt die Bio- wenn an die BeschalTenheit und Qualitat der Produkte hohe 

transformation von Digitoxin in Digoxin, ein Herz- und 3S Anforderungen gestellt werden, wie es bei phaiTuazeutisch 

Kreislaufinedikament, dar. Diese stereospezifische Ilydrox- oder ernahrungsphysiologisch einzusetzenden Substanzen 

ylierungsreaktion gelingt mit hohen Ausbeuten in Bioreak- der Fall ist. 

torkulturcn von Digitalis lanata (E. Rcinhard und W. Krcis, Tni zwoitcn Ansatz. wurden transgene Tabak?.cllkulturcn 

Kultivierung von pflanzlichen Zcllcn im Biorcaktor, Bio. ftlr die Produktion von Antikorpcm gcnufy.t. Bcschricbcn ist 

Engin.,5,S. 135-136 (1989)). Eine aktuelle und umfangiei- 40 beispielswdse die Expression von Antiktirpem und deren 

che Ubersicht der Verwendung pflanzlicher Zedlkulturen in Sekretion ins Medium (N. S. Magnuson et al.. Enhanced re- 

der Biotechnologie findet sich bei H.-P. MUhlbach, Use of covery of a secreted mammalian protein from suspension 

■ plant cell cultures in biotechnology, BiotechnoL Annu. Rev., culture of genetically modified tobacco cells, Prot. Expr. 

4, S. 113-176 (1 998). Pur., 7, S. 220-228 (1996)). Da die Aufreinigung heterolo- 

Die Entwicklung von genetischen Transformationsme- 45 ger Proteine aus ZeUen einen hohen Aufwand erfordert, 

thoden fiir hohere Pflanzen zuBeginn der SOerJahremachte stellt die Sekretion des Zielproleins in das Medium eine 

es moglich, die Produktivitat von Pflacizen ftir bestinuiite se- deudiche Verbesseruiig dar. Dariiber hinaus sprechen auch 

fcundare Inhaltsstoffe durch Transformation der Gene fiir be- tJicherheitsaspekte fiir die Produktion rekombinanter, phar- 

stimnite Scliliisseleuzyme der entsprechenden Stofl'wech- mazeutisch relevanter Proteine in Zellkullmen, da die U'ans- 

selwege deutlich zu erhohen. Neben der Verwendung trans- SO genen PflanzenzeUen ausschlie(31ich in Bioreaktoren kulti- 

gencr voUstSndiger Pflanzen wurden auch pflanzliche Zell- viert werden konnen imd nicht freigesetzt werden miissen. 

kulturen genutzt, Beispielhaft sei hier die Uberexpression Die Entwicklung von Bioreaktoren ftir heterotrophe pflanz- 

eincr bakteriellen Lysindecarboxylase in transgenen Wur- Uche Zellkulturen in grisBeren MaBstaben (z. B. M. L. Shu- 

zclhaarkulturcn von Nicotiana tabacum genannt, die zu ci- Icr ct al., Biorcactor engineering as an cnabUng technology 

ner Erhohung der Ausbeuten der biogenen Amine Cadave- S5 to tap biodiversity: The case of taxol., Ann, N. Y. Acad. iJci., 

rin und Anabasin um das bis zu 14-fache fUhrte (J. Berlin et 745, S, 455 461 (1994)) machte die notwendige Massenkul- 

al., Genetic modification of plant secondary metabohsm: tur moglich. 

. Alteration of product levels by overexpression of amino Die grundsatzlichen Nachteile dieses zweiten Ansalzes 

acid decarboxj'lases, in: Advances in Plant Biology, Studies unter Verwendung pflanzhcher Suspensionskulturen liegen 

in Plant Science, Vol. 4, S. 57-81, D. D. Y. Ryu und S. Fura- 60 in der geringen Wachstumsrale, der relaliv langsamen Bil- 

saki (Hrsg.), Elsevier, Amsterdam (1 994)). dung von Sekundiirmetaboliten, der Heimuung der Produkt- 

Durch die MogUchkeit des DNA-Transfers in Pflanzen bildung bei hohen Zelldichten mit der Folge einer geringen 

wurden allei-dings nicht nur quaiititalive und qualitative Ver- volumetiischen Pi-oduktivitat, der Bildung von Aggregaten 

andcrungen von Pflanzeninhaltsstoffen moglich. Pflanzen und Zellwandbestandteilen, sowie in der erhohten Sensitivi- 

und pflanzliche Zellkulturen wurden dariiber hinaus fiir die 6S tat der Zellen gegenuber Scherki^ten. Ferner ist zu berilck- 

IlersEeUtmg hetetologer Proteine interessant (A. S. Moffat, sichtigen, daB bei \ferwendung heteiotropher Zdlkultiiren 

High-Tech plants promise a bumper crop of new products, sfets komplexe Medien mit einer Viel7ahl z. T. teurer Tn- 

Scicncc 256, S. 770-771 (1992)), wohci im wcsscnUichcn haltsstoffcbcrcitgcstcUt wcndcn mQs,scn. Als gravicrcndster 
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Nachleil isi jedoch das Auflrelen soiiiaklonaler Varialionen 
in pllaiwlichen in vilro Zellkulluren zu nennen, was zu 
quandtativen und qualitativen \^miderungen in der Fro- 
duktion heterologer Proteine fuhrt (s. z. B. M. G. K. Jones 
und K. Lindsey, Plant biotechnology, in: Molecular biology 
and biotechnology, J. M. Walker und E. W. Gingold (Ilrsg.), 
2. Aufi., Royal Soc. of Chem., Burlington House, London 
(1988)). Tnsbcsondcrc im Zusammcnhang mit dcr Hcrstcl- 
lung von Phannazcutika und andcrcn gcwiinschtcn Subsfan- 
zen, deren behordliche Zulassung eine verlaBliche Quali- 
tatssicherung sowie ein standardisierles Herstellui^sverfah- 
ren fordert, ist eine Heterogenitat der gebildeten Produkte 
und ihrer funktionellen Eigenschaften nicht hinnehmbar. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt daher in 
der Bereitstellung eines Verfahrens zur standardisierten Her- 
slellung heterologer proleinoser Subslanzen in pDanzlichen 
Materialien, mit welchem sowohl die beschriebenen Nach- 
teile der Verwendung voUstandiger Pflanzen als auch die 
Nachteile der Verwendung von ZeUkukursystemen im we- 
sentlichen beseitigt werden. 

ErlindimgsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch die 
BereitsteUnng eines neuen Verfahrens zur Herstellung hete- 
rologer proteinoser Substan/en in pflanzlichen Materialien, 
bci dcm voUstandig diffcrcnzicrtc MoospflaQZcn unlcrStan- 
dardbedingungen kultiviert werden und die (lewinnung der 
hergesiellten proteinosen Substanzen aus dem Kulturitie- 
dium im wesentliclien ohne Aufbrechen der produzierenden 
Ge-webe oder Zellen erfolgt. 

Der vorUegend verwendete Begrifif "pioteiniJse Stubstanz" 
uuifaBl Peptide, Polypeptide sowie Proleine als auch Frag- 
nienle derselben, welche insbesondere fiir diagnostische, 
klinisclie, pharmazeutische und ernahrungsphysiologische 
Zwecke geeignet sind. TJjnfaBt sind ferner solche Molekiile, 
die liber peptidische Bindungen vertligen und von pflanzli- 
chem Material ti-ansiatiert werden, 

Nach einer bevorzugten Ausfuhmngsform der vorliegen- 
den Erfindung wird die gewtinschte lieterologe proteinose 
Substanz in ihrcr biologisch aktivcn Form in das Kuiturmc- 
dium frcigcsoM. 

Im Rahmen der vorliegenden Besclireibung bedeutet der 
Begriff "biologisch aktiv", daB die niit diesem Attribut ver- 
sehenen Zielsubslanzen tiber die fur den jeweiligen Verwen- 
dungszweck gewiinschten oder erforderlichen funktionellen 
Eigenschaften verfiigen, Ist beispielsweise die Herstellung 
von Anlikorpern gewiinscht, so ist das produzierte Protein 
biw. ein funktionelles Fragment desselben biologisch aktiv, 
wenn es in der Lage ist, die erwartete spezifische Bindung 
zum Antigen auszubilden. Fiir den Fachmann ist klar, daB 
man hierfur nicht immer das vollstandige Protein benotigt 
sondem nach Epitopen oder niedennoleknlaren Stniktnten 
suchen kann, welche die beabsichtigte biologische Aktivitat 
bzw. Funktionaliiat sicherstellen. Ein Bnzym ist beispiels- 
weise biologisch aktiv, wenn es in der Lage ist, sein Zielsub- 
strat umzusctzcn. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfiihmngsform der 
Erfindung wird das pflanzliche Material in Fotih von voll- 
standigen Moospflanzen in einem KultumiecUum kultiviert, 
welches im wesentlichen fi^i von ZuckCTi, Vitaminen und 
Phytohormonen bzw. funktionellen Fragmenten derselben 

Das erfindungsgemafie Verfahren bietet die Moglicfikeit 
der Kultivierung voUstandiger ausdifferenzierter Pflanzen 
nnter standardisierbaren photoautotrophen Bedingungen, 
d. h. ohne das Ert'ordemis des Zusatzes von Zuckem, Vit- 
aminen und Phytohormonen und dergleichen, wie es bei den 
im Stand der Technik bekannten heterotrophen Suspensi- 
ons-Zellkultursystemen gefordert wird. Aufgrund der \fer- 
wcndung cincs kostongunstigcn und cinfachcn Kultumiodi- 



uiiis werden die Schritle zur Gewinnung und Aufrelnigung 
der gewiinschlen Zielsubslanzen erhdjlidi vereinfacht. 

Das im erfindungsgeinJlBen \ferfahren einzusetzende 
pflanzliche Material ist vorzugsweise eine vollstandige 
5 Moospflanze, ausgewSlilt aus der Gmppe bestehend aus 
Laubmoosen und Lebermoosen, wobei Spezies aus den Gat- 
tungen Ph)fsconflitreUa, Funaria, Sphagnum und Ceratodon, 
bzw. Marchantia und Sphacrocarpos hcsondcrs bcvory.ugt 
cingcsctzt werden. Am mcisf.cn bcvorzugt wird das crfin- 

10 dungsgemaBe Verfahren unter Verwendung des Laubmoo- 
ses Physcomitrella patens durchgefflhrt. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform ko- 
diert das zur llransformation verwendete NukleinsSurekon- 
strukt nicht nur die gewiinschte pioteindse S ubstanz sondem 

15 auch ein TVansit-Peptid fflr die Freisetzung der Substanz aus 
der WirlszeUe in das Kultumiediuin, Jegliche dem Fach- 
mann bekannte autologe und heterologe NukleinsSurese- 
quenzen sind erfindungsgemafi einsetzbar und konnen zur 
Schaffung einer Expiessicmskassette zur Transformation des 

20 Prodnzenten-Gewebes Verwendung linden. Besonders be- 
vorzugt ist die Verwendung von Signalpeptiden fiir das en- 
doplasmatische Refikulum oder den zellularen Transport. 

Die zur vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Arbeiten 
zcigcn, das das fur Zcllkultuicn obcn bcsclmcbcnc Problem 

25 dear somaklonalen Variation in photoautotrophen Riissigkul- 
turen von Laubmoosen nicht existiert. Ferner bi^n die ei^ 
flndungsgemaB verwendeten Moose gegeniiber anderen Sy- 
stemen den Vorteil einer klaren Abfolge genau definierter 
Diflferenzierungsschritie (Chloronema, Caulonema, Knos- 

30 pen, Gainetophoren), die durch Zugabe von Pflanzenhonno- 
nen (Indol-3-Essigi;aure induziert die Cauloneniabildung, 
Isopentenyl-Adeiiin die Bildung von Knospen) beeinfluBbar 
sind (s. z. B. N. W. Ashton et al.. Analysis of gametophytic 
development in tiie moss, Physcomiti-ella patens, using au- 

35 xin and cytokinin resistant mutants, Planta, 144, S. 427^35 
(1979)). Eine gezielle differenzienmgs spezifische Expres- 
sion heterologer Proteinc in Bioreaktorkulturen wird somit 
crmoglicht, wobci cine sich synchron tcilcndc rcinc undda- 
mit homogcnc Chloroncma-Kultur aufgrund ihrcr kontrol- 

40 lierbaren, gleichmafiigen Proleinproduktion im Bioreaktor 
und ilirer Eignung zur Vesrwendung hormonabhangiger oder 
differenzierungsspezifischer Promotoren erfindungsgemSB 
besonders bevorzugt geeignet ist. 
Insbesondere fiir die Produktion von Proteinen, die eine 

45 kuTze Halbwertszeit haben oder cytotoxische Wirkung be- 
silzen, ist neben einem solchen Expressionssystem erfin- 
dungsgemaB auch ein induzierbares Promotorsystem ver- 
weiidbar, wobei der I'-Promotor aus Agrobakterium tumefa- 
ciens besonder bevorzugt verwendet wird, 

SO Die eriindungsgemaB vorgeschlagene Kultivierung von 
Moosen flur die Produktion heterologer Proteine unter wirt- 
schaftHchen Gesichtspimkten kann beispielsweise unter 
Verwendung von PhysoomitrElla in GroEenordnungen von 
20 ml Qbcr (5 1 bis zu 10 1 Volumina oder mchr in Schiittcl- 

55 kulturen oder mil Luft begasten GlasgefaBen kultiviert wer- 
den (s. z. B. R. Reslci, Zell- und molekularbiologische Un- 
tersuchungen der cytokinin-induzierbaren Gewebedifferen- 
zierung und Chloroplastenteilung bei Physcomitrella patens 
(Hedw.) B. S. G., Dissertation, Univereitat Hambuig 

60 (1990)). Da es sich hierbei urn die Kultur dinereroderter, 
photoautotropher Pflanzen handelt, miissen dem Mediimi 
weder Pflanzetihormone, noch \^tamfi, noch Zucker hinzu- 
gefiigt werden. Die Kosten sind im Vfergleich zu den kom- 
plexen Medien, die z. B. fiir ticrische Zellkulturen benotigt 

65 werden, urn den Faktor 100 geringer. EriindungsgemaB hat 
sich gezeigt, daB die Ausbeute an biologisch aktivem hete- 
rologen Protein im Xulturmedium in Gegenwart von PVP 
um das 35fachc gcstcigcrt werden kann, wcihalb die Vcr- 
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wendung von PVP im Kulluniiedium iiii erfindungsgema- 
Sen Verfahren bevoreugl is I. 

Detaillierte Angaben iiberdte Kultivierung weitetererfln- 
dungsgemaU geeigneter Laubmoose wie beispielsweise 
Leptobryutn pyriforme und Sphagnum magellanicum in 5 
Bioreaktoren sind im Staod der Technik beschrieben (s. z. B. 
E. Wilbert, Diotechnologische Studien zur Massenkultur 
vonMooscn untorbcsondcrcrBcriicksichligung dcs Arachi- 
donsaurcstoffwcchscls. Dissertation, Univcrsirat Mamz 
(1991); H, Rudolpli und S. Rasmussen, Studies on secon- to 
daiy metabolism of Sphagnum cultivated in bioreactors, 
CrypL Bot., 3, S. 67-73 (1992)). Im Rahmen der voriiegen- 
den Erfindung besonders bevorzugt ist die \ferwendung von 
Physcomitrella, itisbesondere, da aUe gangigen molekular- 
biologischen Tfechniken flir diesen Oiganismus etabliert ts 
sind (tJbersichL bei R. Reski, Develupiiieni, genelicB and 
molecular biology of mosses, Bot. Acta, 111, S. 1-15 
(1998)), 

Fiir die biotechnologische Nutzung von Physcomitrella 
ziu: Prodtittion heteroioger Proteine v/iirden geeignete 
TVansformationssysteme entwickelt. Erfolgreiche Transfer- 
mationen wurden beispielsweise mit der "Pariicle gun" 
durch den direkten DNA-Transfer in Protonemagewehe 
durchgcfuhrt. Ebcnfalls crfolgrcich war der PEti-vcrnrittclto 
DNA-Transfer in Moosprotoptasten. Diese H-ansformati- 
. onsraethode wurde fiir Physcomitrella mehrfadi beschrie- 
ben und fUlirt sowohl zu transienten als auch zu stabilen 
Transfonnanten (s, z, B. K. Reutter und R. Reski, Produc- 
tion of a heterologous protein in bioreactor cultures of fully 
diffeienljated inosH plants, PI. Tissue culture, @ Biotech., 2, 
S. 142-147 (1996)). 

Obwohl die vorliegende Erfindung grundsatzlich zur Her- 
stellung jedweder proteinoser ^Substa^ze^ geeignet ist, wird 
nachtblgend die Herstellung eines pharmazeutisch relevan- 
ten Proteins am Beispiel des humanen "Vascular Endothelial 
Crowth Factor" (VEGF) dargestellt. 

Der VEGP wurde erstmals von N. Ferrara und W. J. Ilen- 
zcl isolicrt (Pituitary foolicular cells .secrete a novel hcparin- 
binding growth factor specific for va.scular endothelial cell,"!, 
Biochem. Biophys, Res. Commun., 161, S. 851-858 (1989)) 
und als Regulationsfalctor fiir die konlrollierte Angiogenese 
und Endothelzellteilung unter normalen physiologischen 
Bedingungen charakterisiert (N. Fen-ara et al.. The vascular 
endothelial growtli factor family of polypeptides, J. Cell, 
Biochem., 47, S. 211-218 (1991)). Sie konmen ebenfaUs 
^ieigen, daB dieser Wachstunisfaktor sehr spe/Jfisch auf vas- 
kulMre EndothelzeUen wirkt und fiir andere Zelltypen inak- 
tiv ist, Der VEGF ist ein iiber Disulfithriicken verkniipftes 
homodimeres Glykoprotein. Vier verschiedene l-'ormen des 
humanen VEGP sind bekannt. Die vierlsoformen sind 121, 
165, 189 und 206 Aminosaiuen lang und entstehen durch al- 
ternatives SpldSen der VEGF-RNA. VEGF206 wurde nur in 
einer fetalen Leber cDNA nachgewiesen, vrogegen Dran- 
skriptc von VECiFizi, VE(iFi65 und VE(;Fib9 in viclcn Tu- 
morzellen und Tumorgeweben delekliert warden konnten. 
Alle VEGF-Isoformen besitzen Leadersequenzen fUr die Se- 
kretion, aber nur die beiden kleinsten Formen werden eflfek- 
tiv sekretiert (s, z. B. G. Martiny-Baron und D. Marme, 
VEGF-mediated tumor angiogenesis: A new target for can- 
cer therapy, Curr. Opin. BioLechnol., 6, S. 675-680 (1995)), 

Sowohl fur die Entwicklung und Verbesserung bestehen- 
der Tumor-Therapieansaize als auch fur die Charakterisie- 
rung des VHGF wurden und werden entsprechende Mengen 
des VEGF benotigt. Zu Beginn der zur vorliegenden Erfin- 
dung durchgefiihrten Arbeiten war ausschlieBlich die le- 
kombinante Produktion des VEGF mittels des Baculoidrus- 
Expne,s.sion,s,'iy.stems in Tnsektenz^llen beschrieben (7;. B, 
B. T.. Ficbicli ct al.. Synthesis and assembly of functionally 
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active huiiiiin vascular endothelial growth factor houiodi- 
mers in insect cells, Eur. J. Biochem., 211, S, 19-26 (1993)). 
Als weitere Produktionsorganismen kamen Saccharomyces 
cerevisiae (S. Kondo et aL, 'ITie shortest isoform of human 
vascular endothelial growth factorA'ascular permeability 
factor (VEGrA^PFi2i) produced by Saccharomyces cerevi- 
siae promotes both angiogenesis and vascular permeability, 
Biochim. Biophys. Acta, 1243, S. 195-202 (1995)), die 
Hcfc Pichia pa-sloris (D. Mohanraj ct al., F.xpression of bio- 
logically active human vascular endothelial growth factor in 
Yeast, Growth factors, 12, S. 17-27 (1995)) und Escherichia 
coLi (G. Siemeister et al., Expression of biologically active 
isoforms of the tumor angiogenesis factor VEGF in Escheri- 
chia coli, Biochem. Biophys. Res. Commun., 222, S. 
249-255 (1996)) hinzu. Mit alien rekombinanten Systeraen 
konnle biologisch aktiver VEGF produziert werden. Das E. 
coli Expressionsystem erfordert jedoch einen hohen Auf- 
wand fur die Aufieinigung und Rekonstitution des Protrins, 
da es in "Inclusion-Bodies" verpackt wird. 

20 

Beispiele 

Zusammenfa.s.sung 

25 Mit der Etablierung stetierbarer Massenkulturen von 
Physcomitrella patens (Reutter und Reski, a. a. O.) sowie 
von Methoden des DNA-Transfers in das Laubmoos Phys- 
comitrella patens (K, Reuttei; Expression heterloger Gene in 
Physcomitrella patens (Hedw.) B. S. G., Dissertation, Uni- 
versitiit Hamburg (1994)) waren die Grundvoraussetzungen 
fiir eine biotechnologische Nutzung dieser Pflanze geschaf- 
fen. 

In zunachst durchgefiihrten Arbeiten wurde anhand von 
transgenen PhyscomitreUa-Linien, die aus der Arbeit von 
Reutter (a. a, O., 1994) slammten, die langfristige Stabilitat 
der Integration gezeiat. Die Expression der beispielhaft hier- 
ftir eingesetzten heterologen npt H- unci gus-Gene konnte 
auch nach vicr Jahron noch nachgewiesen werden. 

Die Biorcaktorkultur von Physcomitrolla wurric opti- 
miert. Es wurde ein Riihrer entwickelt, der eine Zerkleine- 
rung der Protcmemen bewhkt und somit die erforderliche 
Homogenitat der Kultur bei kontinuierlichen Umdrehungs- 
zalilen von 300-500 rpm gewShrleistet, Hierdurch wurde 
eine sfandardisierte Probenentnahme moglich, Gleichzeitig 
wurde die zugefiihrte Luft gleichmaBiger in der Fliissigkul- 
tur verteilt, Unler diesen Bedingungen konnte gezeigt wer- 
den, daB Biomasse- undProteinentwicfclung ohne pH-Regu- 
lation von aulJen gleich verlaufen wie mit pH-Regulation; 
diese ist somit iiberraschenderweise nicht notwendig. Es 
koimte unter semikontinuierEchGii Bedingungen eine w6- 
chentliclte Biomasseproduktion von 500 mg Trockenge- 
wicht bzw. 22 mg Gesamtprotein pro Liter eczielt werden. 
Das bedeutet eine Steigerung der Biomasseproduktion um 
das funffachc gcgcniibcr der hcrkommUchcn 5 1 Cilaskol- 
benkultur. Die Verringerung der Salzkonzentrationen des 
Knop-Mediums auf ein Zehntel fulirte zu ahnlichen Werten 
und somit zu einer Kostem^duktion. 

Die Zugabe von 5 mN Ammoniumtartrat beschleunigte 
durch Verkiirzung der lag-Phase die Biomasseentwicklung. 
Mit der Zugabe von Aimitoniumlartrat wurden gleichzeilig 
Kultuten erhalten, die fast ausschlieBlich Chloronemazellen 
unifaBten. Mit Hilfe der DurdifluBzytonietrie kounte fiir 
diese Kuliuren gezeigt werden, daB die Zellen sich zu na- 
hezu hundert Prozent in der G2flia-Phase des Zellzyklus be- 
fanden. Weitene pfaysiologische Untersuchungen mit Auxin 
sowie Untersuchungen mit den differenzieningsspezifischen 
Mutanten cal 1 12 und cal 1 1 3 bestatigten dieses Ergebnis und 
fuhrlen ?u dcm .SchluB, daB sich Cauloncmazcllcn in der 
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(iberwiegenden ZeiL in dec Gl/GO-Phase und Chloioneiiizel- 
len hauplsachlich in der G2/M-Phase befinden. 

Mit dem I'-Pcomotor aus Agrobakteriea wurde ein Pro- 
motxjr auf eine mogliche Induzierbarkejt im Moos unter- 
sucht. Das Gen der fS-Glucuronidase (gus) diente als Mar- 
kergen. In transient transfomiierten Moosprotoplasten 
(Transfonnationsrate = 3 X 10^) konnte nach Induktion mit 
5 pM Tndol-3-Rfisigsaurc die Rxprcssion dcs gus-Gcns hc- 
obachtcf. wcrdcn. Tn den Kontrollcn konnte cine Rxprcssion 
in keinem Fall beobachtet werden. 

Das Gen fiir die 121 Aminosauren groBe SpleiBform des 
humanen vasculSren endothelialen Wachstumsfaktors 
(VEGFl2i) wurde mit Iransfonnationsraten von 0,5 x lOr^ 
UDd 3,3 X 10^ in Physcomitrella transferiert. Kerfbr wurde 
das Gen hinter den konstitutiven 35S-Proniotor und in den 
fiir Pflanzen ge«igneten UransfoniiationsvekLor pRT99 klo- 
niert. In einem zweiten Ansatz wurde zusalzlich die fiir das 
zugehorige iiumane HR-'Jransitpeptid kodierende Sequenz 
kloniert, Durcli Southem-Anaiysen der erhaltenen stabilen 
Transformanten konnte die Integration der heterologen 
DNA nachgewiesen iind die Art der Integration besciirieben 
werden. Northern- Analysen ergaben Sir diese Transforman- 
ten den Nachweis des nptH- und der beiden VRGF-Tran- 
skriptc. Der Nadiwcis der Expression dos VE(iFi2i in den 
Mooszellen konnte mit der indirekten Immunfliioreszenz et- 
bracht weiden. Mit Hilfe des Konfokalen Laserscanning Mi- 
kroskops konnte das Protein eindeutig in den Zellen lokali- 
siert werden. Diese Untersuchungen etgaben fiir die Trans- 
formanten oline H-ansitpeplid, daB das Protein insbesondere 
im Cyloplasina lokalisiert isL In den TVansfomianlen, die 
zusiitzlich das Transilpeptid fiir das ER enlhallen, isl das 
Pcotein in dcLj Kernbereichen und in den i'pitzenbereichen 
der apikalen Zellen - Orte mit selir hohein ER-AnteU - zu 
finden. Durcli die Anwendung von ELISA sowie zweier 
Funktionalitatsstests auf das aus dem Kultunnedium gewon- 
nene VEGF-Protein konnte die biologiscbe Aktivitat des er- 
findungsgemaB hergesteUten heteroLogen Ptoteins nachge- 
wiesen wcrdcn. 

Material und 



Die verwendeten Chemikalien wurden, sofem im Tfext 
nicht anders erwahnt, in p.a, Qualitat von den Firmen Huka 
(Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva 
(Heidelberg) sowie Sigma (Deisenhofen) bezogen. 

Losungen wurden in aufbereiletein, pyrogenfceiem Was- 
ser, im weiteren Text als Ihp bezeichnet, aus einer MiUi-Q 
Water System Wasseraufbereitungsanlage (Millipore, Esch- 
born) angesetzt. 

Restriktionsendoniifcleasen, DNA-naodifizierende En- 
zyme und molekularbiologiscbe Kits wurden von den Fir- 
men AGS (Heidelberg), Amersham (Braunschweig), Ap- 
plied Biosystems (Weiterstadt), Biometra (Gottingen), Bo- 
chringcr Mannheim CJmbH (Mannheim), (jcnomcd (Bad 
Oeynhausen), New England Biolabs (Schwalbach/Taunus), 
Novagen (Madison, Wisconsin, USA), Pharmacia (Frei- 
burg), Qiagen (Hilden) und Scratagene (Heidelberg) bezo- 
. gen. Sie wurden, soweit nicht anders erwaiint, nach Herstel- 
lerangaben verwendet, 



mit den RestriklitMistaidonucleasen Ndsl und Sail hssraus- 
geschnitten, geieinigl und "blunlend" in die Smal-SchniU- 
stelle von pRTlOl (R. Topferet al., A set of plant expression 
vectors for transcriptional and transladonal fusions. Nucleic 
.-i Acids Res., 15, S. 5890 (1987)) zwischen den 35S-Promotor 
und die Polyadenylierungssequenz des CaMV kloniert. Mit 
Ilin dUi wird die so erhaltene Kassette wiederum herausge- 
schnittcn und in die Hin dlii Rcstriktionsschnittstcllc dcs 
Transformafionsvcktors pRT99 kloniert. pRT99 vcrfiigt nc- 

10 ben einer multiplen Klonierungsstelle iiber das Neomy- 
cinphosphotransferase-Gen iinter der Regulation des 35S- 
Promoters und der dazugehdrigen Polyadenylisierungsse- 
quenz aus dem CaMV (R, T<5pferet al„ Versatile doing vec- 
tors for transient gene expression and direct gene transfer in 

t3 plant cells. Nucleic Adds Res., 16, S. 8725 (1988)), Dieses 
Gen venniltelt in slabil Iransformierten Pfianzen eine Resi- 
stenz gegen das Antibiodkum G418. Die Verniehrung der 
Plasmide erfblgt in dem Escherichia coli Stamm DH5<X (J. 
Sambrook et al.. Molecular cloning: a laboratory manual, 

20 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1989)). 
Aus dem urspriinglich fiir die Expression des VnGFi2i in 
InsektenzeUen konstruierlen VektorpVE-121, der zusatzlich 
zu der VRGFm-Sequenz die DNA unifafit, die fiir das na- 
lUrlichc Transitpcptid codiert, Welches in ticrischcn ZcUsy- 

25 stemen die Selcretion iiber das endoplasmatische Reticuliun 
in das Medium yermittelt (Flebich et al., Synthesis and as- 
sembly of fiincticmally active human vascular endothelial 
growdi factor homodimers in insect cells, Eur. J. Biochera., 
211, S. 19-26 (1993)), wird die cDNA durch die Restrikd- 

30 onsen^yme BamHI und BglH herausgeschnitten und iiber 
pRTlOl in pRT99 kloniert und iiberpriifL. 

Das Plasinid pNA201 ist ein Deri vat des binaren Vektors 
pBIlOl (A. R, Jefferson et al., Assaying chimeric genes in 
plants: The GUS gene ftision system. Plant Mol. Rep., 5, S. 

35 387-405 (1987)). Es enthalt als Selektionsmarker fiii- Pflan- 
zen das nptll-Gen unter dem Nopalinsynthase-Promotor. 
Das ebenfalLs vorhandenc gus-Gen wird durch den I'-Pro- 
motor aus Agrobaklcrium tumcfacions rcgultcrt. pNA20! 
cignct sich fiir die dircktc Transformation von Phy.scotnit.- 



Antikorper 

Es werden zwei verschiedene Antikorper gegen das 
45 VEGF-Protein verwendet. Der erste Antikorper ist ein Ka- 
ninchen-Anli-VEGF-Antikorper und gegen ein syntlieti- 
sches Peptid, welches den Atuinosiiuren 1-20 des nativen 
humanen VEGE entspricht, gericlitet (Eiebich et al., a. a. O. 
(1993)). Der zweite Antikorper ist ein monoklonaler, gegen 
SO das humane VEGFiji Protein gerichteter Maus-Antikorper 
(R&D Systems, Wiesbaden). 



Vektcaren und Konstrukte 

Das Plasmid pCrrBXP-VEGF121 ist ein Deiivat von 
pCriliXPl Ci'. N. 13elev et al., A fijlly modular vector sy- 
stem for the optimization of gerie expression in Escherichia 
coii, Plasmid, 26, S. 147-150 (1991)), in dem die cDNA des 
humanen VRGF121 fiir die Expression in E. coli inlegriert 
ist. Die cDNA dcs VEGF121 wird aus pCYTFJCP-VFXiFui 



Pflanzenmaterial 

55 Bingesetzt wird der Wildtypstamm des Laubmooses 
Physcomitrella patens (Hedw.) B. S. G., der aus der Samm- 
lung des Arbeitsbereiches Genetik im Institut fur AUge- 
inetne Bolanik der Universitat Hamburg stammt. Br geht auf 
den von H. L. K. Whitehouse in Gransden Wood, Hunling- 

60 donshire (England) gesaiiunelten Stauuu 16/14 zuriick, der 
aus einer Spore subkultiviert wurde. 

Der Wildtypstanmi wird entweder in Flusdgkultur luit 
Knop-Medium (R. Reski und W. O. Abel, Induction of bud- 
ding on chloronemata and caulonemata of the moss, Physco- 

65 mitrella patens, using isopentenyladenine, Planta, 165. S. 
354-358 (1985)) oder auf Knop-Festmedium mit 1% 
Oxoid-Agar (Unipath, Ba.singstoke, England) kultiviert. Die 
Fliissigkultur wird wic bci Reski (a. a. O., 1990) bcschric- 
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Bioreaktoikultur 

Zur Massenanzucht wird Pflanzenmaterial in einem 7 i- 
Doppelwand-Glasrundkolben Bioreaktor (Applikon Biotek, 
Kniillwald) kultiviert, Abluftkiihler, Beluftungsrohr, pll- 
■RtcktTOdc (Conducta, Gcrlingcn), Tcmpcralurfiihlcr, Riihr- 
wcrk, ProbcncnTnahmcrohr sowic die Zufliissc fur Saurc, 
Lauge und Medium werden bei diesem Bioreaktorsystem lo 
durch Bohrungen im Deckel von oben in den Kulturraum 
eingefiihrt. Die Kultivierung erfolgt bei 25°C und wird 
durch ein entsprechend eingestelltes Wasserbad, welches 
mit dem Doppelmantel verbunden ist, geregelt. Bei den Ver- 
suchsdurchgangen, die mit pH-Regelung durcligefuhrC wer- 15 
den, wirde dieser durch die TiLraLionseinheit konsianL aufpH 
5,8 gehalfen, Tbniperaturmessung und pH-Regelung werden 
doi-ch den Biocontroller ADI 1030 (AppUkon Biotek, Knull- 
wald) gewahileistet. Die Rulireidrehzalil kann durch den 
Moton-eglei- ADI 1012 (Apphkon Biotek, KniiUwald) vari- 20 
iert werden. Das Kultiirmedium wird konstant mit 1 bar Luft 
iiber ein poroses Einblaselement beliiftet. Um Keimfreiheit 
itn KuIturgefaR ?.u gewahrleisten, werden alle 7,u- und Ab- 
luftlcitungcn rait .Stcrilfiltcm (Midisart, 0,2 pm; Sartorius, 
(Joltingen) versehen. Die Bioreaktorkultur wird in einem 25 
Kulturschrank mit Beleuchtung von der Seite (WeiBlicht; 
, OsramL40 W/20; max. 100 )amols"'m-^) durchgefOhrt. Das 
Animpfen der Kulturen erfolgt mit 0,5 -Ig FG Pflanzenma- 
terial pro Liter Bioreaktorkultur unter sterilen Bedingungen. 
Das Probenentnahnierohr befindet sich auf Hohe des Riih- 30 
rets, wodun;h unter Riihren eine gleichmafiige Probenent- 
nahme gewahrleislet wird. Kleine Probenmengen (< 
100 ml) werden mit einer sterilen Spritze iiber einen Luer 
Lock-AnschluU genommen, fur die Hntnahme groBer Pro- 
benvolumina wird beispielweise eine Schlauchpumpe Typ 35 
302/3A mit Kopf 501 M (Sartorius, Cottingen) verwendet. 

Durch die Zugabe von 5 raM Anamoniumtartrat zum 
Knop-Mcdium werden Chloroncmakulturcn dcs Wildtyps 
crzcugi. 

TJnter Anwesenheit des Stabilisatois Pdyvinylpyrrolidon aq 
(PVP) im Kulturmedium kann die Ausbeute an freigesetz- 
tera biologisch aktiven heterologen Protein deutlich gestei- 
gert werden. 

Die walirend der Protonemaentwicklung stattflndende 
Differenzierung des Caulonemas kann durch exogene Zug- 45 
abe von physiologischen Auxinmengen induziert und ver- 
statkt werden, wobei Konzentrationen von z. B. 5 jjmol/lln- 
dol-3-essigsaure (lAA) geeignet sind. 

Piir die l-'Jiissigkultur von I'ransiioniiaiiten unter ifelekti- 
. onsdnick wenlendemKnop-MediiimSOmg/ides Antibioti- 50 
fcums G418 (Caibiochem, Bad Soden) ziigegeben. Ilieizu 
werden die Kulturen alle zehn Thge diiekt vor dem Zerklei- 
nem mit sterilen 100 pm Sieben (Wlson Sieves, Notting- 
ham, England) abflltricrt und in mil Sclckdonsmcdium gc- 
fiiHten Erlenmeyerkolben uberfiihrt. 55 

Ftlr Nahrsabtversuche wird das Knop-Medium im Ver- 
haltnis 1 : 10 mit H2O verdunnt. 

Transfonnadon 

Als Transformationsmethode wird der PEG-vermittelte 
diiekte DNA-ltansfer in Protoplasten nach Reutter und 
Resfci (a. a. O., 1996) gewahlt. Bei jeder Transfoimadon 
werden 50 ng Plasmid-DNA pro 3x10^ Protoplasten einge- 
setzt. Die Regeneration der Protoplasten und die Selektion 
auf stabile TYansformanten erfolgt, soweit nicht anders er- 
wahnt, nach Reufter und Reski (a. a. O., 1 996). 



Indirekte IminLinnuorBSien^ 



MSB: 100 mM PIPHi>: 5-10 mMKGTA, 5 mMMgS04, pH 

i 6,8 

F-MSB:MSB + 5%DMSO 
E-MSB: MSB + 5% DMSO + 5% Nonidet 
W-MSB: MSB 1 : 2 mit HjO verdunnt (Waschputfor) 

Enzymlostmg: 

1% CeUulase, 1% Pektinase, 2% Driselase in MSB, pH 5,6 
(aUe Sigma, DeisMihofen) 

Zur Fixierung der Moosprotonemen werden diese in 
1,25% Glutaraldehyd in F-MSB (v/v) fur maximal 10 Minu- 
len inkubiert und kuK in W-MSB gewaschen, Anschliefiend 
wird mit 2% Paraformaldehyd in MSB (v/v) fiir 40 min in- 
kubiert und 3x mit W-MSB gewaschen (Ix spiilen; 2x 5 min 
waschen). 

Die Redukdon fineier, nicht answaschbarer Aldehyde er- 
folgt durch Zugabe von MSB und einer Spatelspitze festem 
Borhydrid init einer Inkubationszeit von 10 min. Das Bor- 
hydrid wird durch dreimaliges Waschen mit W-MSB ent- 
fcmt. 

Im nachsten Schritt werden die Zellwande durch die Zug- 
abe der Enzymlosung fur 10 min durchlassig gemacht. Die 
enzymatische Reakdon wird durch eine pH-Anderung 
(MSB, pH 6,8) abgestoppt. Es wird emeul 3x mit W-MSB 



Durch Inkubalion init einer Detergenzlbsung iiber einen 
Zeitraum von 120 min werden ChlorophyUe exlrabiert. Die 
Losung wird durch dreimaliges Waschen mit W-MSB wie- 
der entfernt. 

Nach dieser Vfcirbereitung konnen die Moosprotonemen 
mit dem primaren Antikorper (Anti-VEGF; 3/50 verd.) in- 
kubiert werden. Dies erfolgt fiir 45 min bei 37°C. Nach drei- 
maUgem Waschen mit W-MSB wird der markierte sekun- 
dSrc Antikorper (Anti-Xaninchcn odcr Anti-Mau,s; 1/30 
vcrd.; mit Fluorcscinisothiocyanat (FTTC) (Molecular Pro- 
bes, Leiden, Niederlande) markiert) fiir 45 min bei 'iT'C zu- 
gegeben, Zusiitzlich zu den 3 Waschschritten wie oben, wird 
einmal mit W-MSB -1- 0,1% Triton gewaschen. Anschlie- 
Bend werden die Protonemen in W-MSB aufgenommen und 
mindestens fiber Nachl bei 4°C gelagert. 

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines konfokalen La- 
serscanning-Mikroskops (CLSM) des Typs TCS 4D (Leica 
Lasertechnik, Heidelberg) und der Software Scanware 5,0 
(Leica Lasertechnik, Heidelberg). 

Die Proben werden f ur die Untersuchung mit dem CLSM 
auf einem Objekttrager in die "Mounting-solution" (Dabco, 
Sigma, Deisenhofen) gebracht. Die Anregimg des an den se- 
kimdaren AntikOrper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes 
FTTC erfolgt mit Hilfe eines Argon-Krypton Lasers heieiner 
Wcllcnlangc von 488 nm. Das FITC: cmiticrt das Licht mit 

> einer Wellenliiiige von 528 nm. 

ELISA-Test 

Die quahtadve und quantitative Bestimmung des in ent- 

> sprechend transformierten Moospflanzen gebildelen VEGF- 
Proteins im Kulturmedium erfolgt nach herkommlichen 
Verfahren mittels EOSA-Test unter Verwendung der oben 
bescliriebenen Andkorper. Hne Menge von 200 pi Kultur- 
medium wird dirett dem ELISA-Test zugefuhrt. 

Funktionalitatstests 

Die tJbcrpriifung der hiologi.schcn Aktivitat dcs rckombi- . 
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hanL gebildelen und aus deiri KuUuniiediuiu gewonnenein 
VEGF erfolgL unter Anwendung des "Mitugenic Assay" 
(Miyazono et al„ Purification and properties of an endothe- 
lial cell growth factor from human platelets, J. Biol. Chem., 
262, S. 4098^103 (1987)) sowie des "Day-lS chorioaUan- 5 
toic-membrane angiogenesis Assay" (Wilting et al., A mor- 
phological study of the rabbit corneal assay, Anat. EmbryoL, 
183, S. 1167-1174 (1991)). Zuvor wird das Kultnrmcdium 
uirrafiltricrt, lyophilisicrt und anschltcBcnd in Puffer rcsus- 
pendiert. Gewunschtenfalls fcann ein weiterer Reinigungs- lo 
schritt Qber eine Kotionensaule erfolgen. 

Induktion des I'-Promotors 

Die Induziecbarkeit des I'-Ppomotors durch Auxin wird is 
mil 5 pmol/1 Indol-S-ussigsaure (lAA) gelestel. IGO ^1 Pto- 
toplastenaliquots eines Transformationsansalzes init 
pNA201 wei-den fiinf Tage nach der l^sfomiation in die 
Vertieftingen einer 96-Loch-Mikrolitej-platte (Nung, Wies- 
baden) iiberfiihrt. Die Protoplastensuspensionen werden mit 20 
lAA (Endkonz. = 5 |.lM) fiir fiinf Stimden inkLibiert, Die 
Auswertung der Induktionsversuche erfoigt direkt im An- 
schluG an die Inkubafionszeit mit Hilfe des qualitativen p- 
(ilucuronidasc-Nachwciscs. 

25 

Qualitativer Nachweis der ^Glucuronidase 

Die p-Glucuronidaseaktivitat wird mit einem qualitativen 
Test bestimmt (A, R. Jefferson, Assaying chimeric genes in 
plants: The GUS gene fusion system. Plant Mol. Rep,, 5, S\ 30 
387-105 (1987)). 
Substratpuffer: 

50 iiiM KjFe(CN)6 50 niM Na,HP04 

50 mM ICFe(CN)6 1% (v/v) Triton X-100 

50 mM Nal-l2P04 1 0 mM EDTA, pH 7,0 35 

4 mg/ml PVP (MG 10 000) 

Farbelosung: 

12,5 mg 5-Bronio-4-chloro-3-inoyl-glucoronidc-acid (Bio- 
tnot, Hamburg) gclost in 250 |il N,N-Dimcrbylforma- 
mid/50 ml Substratpuffer ao 

Moosproconemen und -protoplasten in Knop- bzw. Rege- 
nerationsmedium werden in gleichem \foUimen Farbelosung 
bei 37°C bis zu 72 Slunden inkubiert und direkt im An- 
schluB unter Verwendung eines Mikroskops ausgewertet. 




Homogenitat der Bioreaktor-KuUui- - Probenentnahme 

Bei Zdlkulturen ist eine standardisierte Probenentnahme 50 
nur aus homogenen Kulturen gewahrlcistet. Das Wacbstum 
des Piotonemas zu langen ZeUfSden fiihrt nach langerer 
Kulturdauer haufig xu Zellaggregaten nnd somit zur inho- 
mogcncn Vcrtcilung des Pflanzcnmatorials in den Flussig- 
kulturen. Zur Vermeidung djeser Aggregatbildung wird in 55 
besdmmten Zeitintervallen im Bioreaktor ab Tag 10 alle 
zwei Tage und in der Schuttelkultur alle 12 Tage - eine Zer- 
kleinerung der Protonemen durch Verwendung von Riih- 
rem/Homogenisatoren mit hohen Umdrehungszahlen er- 
reicht. Um konlinuierliehe Bedingungen im Bioreaktor bei 60 
gleichzeidg slandardisierter Probenentnahme auch iibereine 
lange Kulturdauer zu ernioglichen, empfiehlt sich die Modi- 
fikation eines Turbinenruhreis mit dcei Rfllublattem durch 
Umfunktionieren der Riihrblattrander mittcls Anschleifen 
zu Scherblattern. llierdiirch ist es moglich, durch standiges 65 
"Riihren" mit 300-500 rpm homogene Bioreaktorkulturen 
7,u fahren. 

Die Rntwickiung der Biomassc (in TG [mg/1]) in cincm 



ZeiLraum von 35 Tagen (840 h) bei 500 rpin ist in den Kon- 
Irollkulluren mil dem TuibinenrUhier die gleiche wie in Bio- 
reaktorkulturen, die mit dem Scherblattriihrer geriihrt wur- 

Die Homogenitat der Kulturen wird durch den Vergleich 
von jeweils sechs parallelen Probeentnahmen beurteilt. Als 
Vergleichsparamtrfer wird das Trockengewicht von Pflan- 
zcnmatcrial aus 100 ml Probcnvolumcn bestimmt. Bei Ver- 
wendung cincs unvcrandcrtcn Turbincnriihrcrs nimmt die 
Standardabweichung mit dem Anstieg der Konzentration 
der Biomasse zu. Das Riihren mit dem Scherblattruhrer hat 
zur Folge, dafi die Standardabweichungen der Probenent- 
nahmen glelch gering bleiben. Dies lal3t den SchluB zu, daB 
mil dem iriodifiiicrten Riihrcr iiber einen Zeitraum von 35 
Tagen eine gleichmafiig homogene Kulcur erhalten werden 

Untasuchungen zur Induzierbarkeit des I'-Promotors 

In dem Plasmid pNA201 hegt der I'-Promotor als Kon- 
troilelement vor dem gus-Gen. Fur Induzieruagsversuche 
im Moos ist der bekannfe p-Glucuronidase-Test ais Expres- 
sionsnachweis geeignet. Tn Vensuchen mit. tran.sgenem Ta- 
bak wird bcobachtct, daB der I'-Promotor in Gcwcbc mil lio- 
hem Auxingehalt zur Expression der p-<ilucuronidase fflhrt, 
weshalb fiir desen Promotor eine Auxinabhangigkeit ver- 
mutet wird. Die Induzierbarkeit des 1 '-Promoters durch Au- 
xin in Physcomitrella paSens wird in transient tranformierten 
Protoplasten untersucht. 

Die Transforaialionsansiitze werden niiL (5 h) und ohne 
Inkubalion mit 5 fjM Indol-S-esisigsaure (lAA) dem (i-Glu- 
curonidase-Test unterzogen. In den Kontrollen ohne Zugabe 
von LAA werden bei der mikroskopischen Auswertung in 
keinem Ansatz blaue Protoplasten gefunden. Die Auswer- 
tung der Protoplaten, die mit Auxin inkubiert werden, eipbt 
dagegen den Nachweis der Expression des gus-Gens. An- 
hand der blauen Protoplasten wird ane Transformationsrate 
von 3 X 10^ crziclt. Dies istcin dcutlichcr Hinwcis auf die 
Induzierbarkeit des I'-Promotors in transient transformicr- 
teo Moosprotoplasten durch das Pflanzenhormon Auxin. 

Erstellung der Vektoren fOr die VEGF-Transformationen 

Fiir die Transformationen der cDNA des VEGF121 ohn^ 
Leadersequenz, im weiteren VEGFC genannt, und der 
cDNA des VEGF122 iniL Leadersequenz, im weileren 
VEGFP genannt, in Physcomitrella ist es notwendig, die Se- 
quenzen zwischen eine fur Pflanzen geeignete Promotor/ 
Temiinierungs-Einheit zu klonieren. Hierfur werden der 
35S CaMV-Promotor und das danigehorige Polyadenylisie- 
nmgssignal gewahlL Die entsprechend vorbereiteten 
cDNA-Sequcnzen des VEGF werden in die Sma I Restrikti- 
onsschnittstelle der multiplen KlonierungssteUe des Vektors 
pRTlOl klonictt. 

Mit einem aus dem Endbereich des 35S-PromoLors abge- 
leiteten Primer werden die entstandenen Vektoren 
(pRTlOl VEGFC 3 und VEGFP 21) sequenziert und die kor- 
rekte Integration zwischen Promotor und Polyadenylie- 
rungsstelle iiberpriift. 

Die entstandenen Kass^ten werden mil dem ResUiklions- 
enzym Hin dlii herausgeschnitten und in den eigentlichen 
TransformalionsvektOT pRT99 in die Hin dlii Schnittstelle 
kloniert (pR'l'99VHGFC 3 und VEGFP 21). Die Orientie- 
rung der Kassetten zur NFfll-Kassette kann iiber eine Re- 
striktion mit Sma I und llinc II ermittelt werden. Bei einer 
Promotor zu Polyadenyhenmgssignal-Orienliening erhalt 
man ein 5250 (VRGFC) bzw. 5380 bp (VRGFP) groBes 
Fragment, bet umgekchrtcr Oricntiorung ein 1100 
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(VEGFCyi230 (VEGFP) sowie ein 4150 bp (VEGFC und 
P) groGes FiagmenU Die RBSlriklionsanalysen lassen nur ein 
5250/5380 bp-Fragment eckennen, der Einbau der 
VECat-'C/P-Kassetten ist somit in Ptomotor zu Polyadenylie- 
nmgssignaL-Ori^tierung zum npfll-CJen des pKr99 eifolgt. 

VEGFC-Transformalionen in Physcomitrella 

Die absolute Transformationsratc fiir die Transformation 
des VEGFC-Konstrukt in Wildtyp-Protoplasten betragt bei i 
konstanter Stabilitat der Transformanten nach mehrfachem 
Wechsel von Knopmedium zu Selektionsmedium 0,5 x 10"^. 

Nachweis der Integration des transfoimierten Flasmids 



ts 



Der Nachweis der erfolglen Inlegralion ins pIlanzlicliB 
Genom wird unter Anwendung der Southern-Hybridisie- 
rung erbracht. Als Sonden werden einerseits ein Nco I-Frag- 
ment des nptll-tiens aus pRT99 und andererseits ein Nde 1/ 
Sal I-Fragment des VEGFC aus pCYTEXP-VEGF]2L ver- 20 
wendet. 

Die in der ungespaltenen Gesamt-DNA der Transforman- 
ten detektierten Signale belegen die erfolgreiclie Integration 
der PlasmidrDNA in das pflanztichc (5cnom. Der Erhait der 
gessunten 35S-VE<TFC;-PoiyA-Kassette auch nach der Inte- 25 
gration wird darch die Restriktion mit Hin din untersuchl. 
Mil diesem Restriktionsenzym wird, sofern die Kassette bei 
der Integration intakt geblieben ist, ein 1100 bp groBes Frag- 
menl aus der Gesanit-DNA herausgespalten. 

Das Hybridisierungsmuster mit der VEGFC-Sonde zeigt 30 
fiir alle Transformanten ein Fragment von 1100 bp, Damit 
wird der NacJiweis der Integration der voUstandigen 
VEGFC-Expressionseinheit, die Vorausselzung fiir die kor- 
rekte Transkiiption und Expression des VHGF121 im iVloos 
ist, erbracht 35 

Nachweis der Transkription der heteioLogea Gene 

Die Transkriptc der hctcrologon Gene VRGFt' und 
NPT n aus den Transformanten werden mit dera nichtradio- 40 
aktiven DIG-Detektionssystem unter "Vferwendung der 
VEGF- und der NPT Il-Sonden nachgewiesen. Die GroBen 
fur die im Fluorogramm detektierten Transkripte liegen mit 
760 Nukleotiden fur das VEGFC-Transkript und 1100 Nu- 
kleotiden fur das iSlPT II-Transkript in der jeweiis erwarte- 45 
ten GroBenordnung. In der WT-KontrolLe wild erwartungs- 
gemaB keines der beiden heterologen Transkripte detektiert. 



Nachweis der Transkription der heterologen Gene 

Mit dem oben dargelegten Verfahren konnen sowohl 
NFi'II- als auch VEGFP-Transkripte nachgewiesen wer- 
5 den. 

Nachweis des humanen Vl!GFi21 in transgenen Mooszellen 
mit dcm Konfokalcn Lascrscanning Mikroskop 

-0 Bei dieser Methode wird das zu untersuchende Protein di- 
rekt in fixierten Zellen markiert. Die Auswertung erfolgt mit 
dem Konfokalen Laserscanning Mikroskop, mit welchem 
ein verhessertes Auflosungsvermogen als mit dem normalfio 
Lichtmikroskop etzielt wird. 

In den VEGFC-IVahsformanten soUte das rekombinante 
VEGFi2i-PnotBin, wenn es in den Mooszellen nachweisbar 
ist, im Cytoplasma akkuraulieren. In den VEGFP- Transfor- 
manten soUte es im ER- System nachzuweisen sein, wenn 
das Transitpeptid als Signal im Moos funktioniert. 

Mit der Methode der indirekten ImmnnHuoreszenz und 
einer computergestiitzten Auswertung mit dem Konfokalen 
Laserscanning Mikroskop ist es gelungen, die Expression 
de.s humanen VRGF121 in fransgenen Mooszellen nachzu- 
weisen. Darubcr hinaus wird gczcigt, dal3 mit dem dazugc- 
horigen humanen Transitpeptid der VEGF12L in transgenem 
Moos erfolgteich in das endoplasmatische Retikulum trans- 
portiert wird. 



Analirse der Transformanten ir 



hiinianem 'liansitpepdd 
50 pg 



Mit dem PEG-vermittelten DNA-Transfcir 
pRr99P 21 Plasmid-DNA pro TVansformations 
den Transformanten erzeugt, die auf Selektionsmedium dau- 
crhaft stabil sind. Daraus cigibt slch cine stabile Transfor- 
mationsrate von 3,3 x 1 0 ®. 55 

Nachweis der Integration des transfoimierten Plasmids 

Der Nachweis der Integration fiir die zuvor beschriebenen 
TVansfonnanten mil Transitpeptid wird wie oben dargelegt 60 
mit dem Verfahren der Soutliem-Hybridisierung unter Ver- 
wendung der beschriebenen Sonden erbracht und die Hybri- 
disierung von mit Hin dlll gespaltemer Gesamt-DNA mit 
der VEGF-Sonde lalit ein 1230 bp groBes Fragment erken- 
nen: der Nachweis der Vollstandigkeit der integrierten 35S- 65 
VEGEP-PolyA-Kassette. 



Ein Aliquot des Kuitufjnediums in Gegeiiwart von PVP 
mit einem Volumen von 200 pi wird mittels ELISA-Test un- 
tersucht und zeigt, daB die mit der Expressionskassette ein- 
schheBlich TVansitpeptid-kodierender Sequenz transfor- 
mierten Moospflanzen in der Lage sind, VEOF in das Me- 
dium freizusetzen. Die positiven Ergebnisse Lassen auf ein 
funktioncllcs VFXjF-Protcin sch1ic£icn. 

TJntersuchung der biologischen Aktivitat 

Beide zur tiberpriifung der biologischen Aktivitat des in 
das Kulturmedium freigesetzten VBGF-Proteins eingesetz- 
ten Ttests befern positive Resultate und belegen, da(3 erfin- 
dungsgemaG hergesteUles VEGF aus dem Kulturmedium 
mit der erwiinschten biologischen Akliviliit gewonnen war- 
den kaim. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Ilerstellung heteroLoger protdn&ser 
Substanzen in pflanzlichen Materialien, dadurch ge- 
kennzeidmet, daB ab pflanzliches Material Moosge- 
wobc vcrwcndct wird und die (icwinnung der hcrgc- 
stellten proteinosen Substanzen aus dem Kulturme- 
dium im wesenlHchen ohne Aufbrechen der produzie- 
renden Gewebe oder Zellen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die in das Kulturmedium freigesetzte protei- 
nose Substanz biologisch aktiv ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeicbnet, dalJ ein Kulturmedium verwendet wird, wel- 
ches im wesentHchen frei von Zuckern, Vltaminen und 
Phytohormonen bzw. funktionellen FragmenCen dersel- 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daR das Moosgewebe aiwge- 
wShlt wird aus der Gruppc hcstchcnd aus Laubmooscn 
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und Leberiiioosen, 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dafi das Moosgewebe aus Laubinoosen aus der 
Gruppe bestehend aus Physcomitrella, Funaria, Sphag- 
num und Ceratodon ausgewahit wird. 5 

6. Verfahren nach Anspruch 4, daduich gekennzeich- 
net, daB das Moosgewebe aus Lebermoosen aus der 
Gruppe bcsfchcnd aus Marchantia und Sphacrocarpos 
ausgewahit wird. 



- Leerseite - 



